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RESUMEN 
 
Se realizó un estudio con la especie Gambusia punctata del río Filé de Santiago 
de Cuba, para establecer niveles de referencia en cuanto a la histología y 
umbrales de metales pesados en tres órganos diana: hígado, branquias y 
cerebro. Se analizaron 282 individuos adultos y diferenciados por sexo, donde 
fueron seleccionados como intervalos de clases, los que midieron entre 2.1-3.0 
y 3.1-4.0cm de longitud total. Para el análisis histológico las muestras se 
trataron en forma de pool, fijándose los órganos en formol al 10% y 
procesándose con coloración H-E para la evaluación morfológica y daño tisular. 
Los metales analizados fueron cobre, zinc, cadmio y plomo los cuales se 
trataron vía húmeda y cuantificados por Espectrometría por Plasma 
Inductivamente Acoplado (ICP-AES). El análisis histopatológico arrojó que no 
se observaron daños en los tejidos de los órganos analizados. No se detectaron 
niveles de metales por encima del valor umbral en cerebro, así como plomo y 
cadmio en hígado. En las branquias, todos los metales analizados se 
encontraron similares a los valores umbrales, donde según el ANOVA no hubo 
diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los intervalos de 
clases establecidos. Se concluye que a pesar de ser uno de los primeros 
estudios de este tipo con la Gambusia punctata en Cuba, el análisis histológico 
y los niveles de metales pesados bioacumulados en los órganos de interés, 
permitieron utilizar a la especie como referencia para los estudios de 
ecotoxicología acuática ambiental. REDVET Rev. electrón. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet  
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toxicológica, metales pesados, contaminación. 
 
 
ABSTRACT 
 
A study was conducted with the specie Gambusia punctata of Filé river in 
Santiago de Cuba with the aim of establishing reference values regarding 
histology and threshold values of heavy metals. Three target organs were 
tested: liver, branchiae and brain. Different sex adult individuals 282 were 
selected as class intervals; they measured between 2.1-3.0 and 3.1-4.0cm of 
total length. For the histological analysis the samples were treated as a pool, 
the organs were fixed with formaldehyde 10% and processed with an H-E dye 
so as to evaluate the morphological and tissue damage. The metals involved 
were: copper, zinc, cadmium and lead. They were treated with humidity and 
quantified by Inductively Coupled Plasma Spectrometry (ICP-AES). According 
to the histological analysis, no damages were found in the tested tissues. No 
metal levels were found above the threshold value in brain, as well as 
cadmium and lead in the liver. At the branchiae all the analyzed metals were 
similar to the threshold values where according to ANOVA there were not 
statistically significant differences (p<0.05) between the established class 
intervals. Conclusion: In spite that, this study is one of the first of this kind, 
with this specie in Cuba, the histological analysis, and the levels of the 
bioaccumulated heavy metals in the  organs of interest allow to use this   
specie as reference for the studies of environmental aquatic ecotoxicology the 
histological analysis, toxicology. 
 
Key words: aquatic ecotoxicology, gambusia fish, toxicological histopathology, 
heavy metals, contamination. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
Los metales pesados son unos elementos presentes en nuestros ecosistemas 
(Kahle, 1999), encontrándose generalmente, en condiciones naturales a bajas 
concentraciones. Sin embargo, las actividades humanas han liberado 
activamente estos agentes al medioambiente influyendo dentro de los ciclos 
geoquímicos de los metales pesados teniendo gran relevancia los ecosistemas 
acuáticos (Sabino, 2003). La contaminación de las aguas naturales por metales 
pesados llega a ser inevitable debido a la industrialización y urbanización. Los 
metales de mayor importancia toxicológica y ecotoxicológica en ambientes 
acuáticos son el Hg, As, Cr, Pb, Cd, Ni y Zn; ya que para la mayoría de los 
organismos la exposición por encima de una concentración umbral, puede ser 
extremadamente tóxica (Castañé, 2003). 
 
La biomonitorización ecológica de los organismos o los cambios en sus 
órganos, constituyen una herramienta fundamental en el conocimiento del REDVET Rev. electrón. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet  
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estado ambiental en cualquier sistema acuático. La contaminación de las aguas 
puede provocar en la biota, alteraciones estructurales, morfológicas y hasta la 
muerte celular, encontrándose entre los contaminantes más peligrosos los de 
naturaleza química como plaguicidas y metales pesados. La patología como 
disciplina en el campo de la ecotoxicología, no se ha desarrollado lo 
suficientemente en comparación con la toxicología de los mamíferos para la 
valoración del riesgo en el hombre. Desde el punto de vista del patólogo, 
algunos tóxicos como los propios metales pesados producen efectos específicos 
y no específicos donde en este último caso, suelen manifestarse por una 
incidencia incrementada en lesiones anteriores como aquellas producidas por 
infecciones latentes o que se presentan en ocasiones propicias. Los efectos 
más específicos que se relacionan muy directamente con la contaminación 
química son por ejemplo, tumores sobre todo en el hígado de especies 
acuáticas que viven en el fondo (Sostergard, 1984; Mix, 1986; Doyle, 1987) o 
se relacionan con ellos. Otros cambios patológicos que pueden ser de 
importancia para la adaptabilidad a nivel poblacional son los efectos en la 
reproducción y la defensa inmunológica (Vos, 1989). Sin embargo, aunque se 
han sugerido muchas indicaciones para los efectos tóxicos ambientales directos 
o indirectos, con frecuencia faltan pruebas científicas, ya que la epidemiología 
de los peces que viven libremente es bastante confusa y puede ser 
especulativa en muchos casos (Möller, 1985).   
 
En la actualidad una de las mayores dificultades en la ecotoxicología acuática 
de campo utilizando organismos bioindicadores como los peces, es 
precisamente que diversos patrones como los ecológicos, morfológicos, 
fisiológicos y bioquímicos entre otros, se encuentran limitados a su 
comparación, por la falta de estudios de referencias en condiciones mínimas de 
contaminación incluyendo en muchas ocasiones a las mismas especies.  
 
El objetivo de este trabajo fue establecer niveles de referencia en cuanto a la 
histología y niveles de metales pesados en hígado, branquias y cerebro de la 
especie Gambusia punctata que habita en el río Filé de Santiago de Cuba.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
A. Bioética en la investigación 
Antes de cada muestreo, se prepararon bolsas con hielo depositadas en 
diferentes recipientes de cristal con agua tratada, procurando que durante su 
inmersión fueran tranquilizados los ejemplares. 
 
B. Muestreo biológico 
Para el muestreo se utilizó un jamo profesional rectangular de 60 x 50 y 45cm. 
de profundidad con luz de malla de 0.5cm. Se realizaron dos muestreos por 
estación en horas tempranas de la mañana con una frecuencia de toma entre 2 
ó 3 veces por minuto, aplicando técnicas de muestreo al vuelo y rasante según 
las condiciones del medio y los parajes. Una vez muestreado los peces se REDVET Rev. electrón. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet  
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clasificaron por sexo, escogiéndose como intervalos de clases los peces que 
biométricamente midieron entre 2.0-3.0 y 3.1-4.0cm de longitud total. Cada 
muestreo tuvo duración de 20 a 25 minutos, capturándose 282 ejemplares 
(123 machos: intervalo I- 69, intervalo II-54; 159 hembras: intervalo I- 87, 
intervalo II-72). 
 
C. Procesamiento histológico 
Se tomaron como órganos hígado, branquias (segundo arco branquial) y 
cerebro. Las muestras se fijaron en formol al 10%, embebidas en parafina y 
realizando cortes histológicos de 3-5µm de grosor y tinción con hematoxilina-
eosina tradicional. La evaluación histopatológica se realizó al microscopio 
óptico (JENAMED-2). 
 
D. Determinación de metales pesados  
D.1 Preparación, conservación, secado y homogeneización de las 
muestras 
Posteriormente al muestreo, se realizó un eviscerado in-situ para seleccionar 
los órganos diana hígado, branquias y cerebro, los cuales fueron depositados 
en bolsas de nylon y congelados a -4°C para su conservación y traslado. Para 
la determinación de metales pesados, las muestras de los órganos se 
agruparon en forma de pool, colocándose en estufa a 70°C durante 48 horas 
para su secado total, triturando y homogenizándose luego dichas muestras.  
 
D.2 Digestión de las muestras 
Se pesaron 0.50g de muestras para su digestión con 5mL de una mezcla de 
ácidos (HClO4 - H2SO4; 7:1) y 15mL de HNO3, manteniéndose en una plancha 
de calentamiento a 80°C durante 3 horas, hasta toda la evaporización de la 
mezcla de ácidos (1mL).  
Se añadieron nuevamente 5mL de HNO3 concentrado y se mantuvo el 
calentamiento hasta la digestión total de las muestras iniciales, trasvasándose 
cuantitativamente a un volumétrico de 25mL.  
 
D.3 Medición de las muestras 
Los metales se cuantificaron por la técnica Espectrometría por Plasma 
Inductivamente Acoplado con vista axial (ICP-AES).  
Las curvas de calibración se establecieron según la muestra de referencia de 
peces no expuestos a contaminación (Certified Values of Standard Reference 
Material DOLT-2 Dogfish Liver (µg/g dry wt). Estas curvas multielementales de 
calibración se prepararon en solución nítrica a partir de soluciones patrones de 
1000 mg L
-1 con reactivos de calidad espectral, permitiendo el cálculo de los 
límites de detección y cuantificación en la muestra biológica, precisión y 
veracidad del método. 
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E. Análisis estadístico 
Las lesiones halladas al examen histopatológico fueron descritas y expresadas 
en porcentajes de peces afectados, así como las alteraciones de acuerdo al 
grado de severidad. Los niveles de concentración de metales pesados se 
compararon mediante ANOVA, utilizando el paquete estadístico STATGRAPHICS 
Plus versión 5.1.   
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
Análisis histológicos 
El 100 porciento de los peces analizados en ambos intervalos de clases, no 
presentaron alteraciones morfológicas leves ni severas en los órganos diana. 
En el caso del hígado, los hepatocitos presentaron una coloración pardo-rojiza 
oscura característica, sin ningún tipo de anomalías (figura 1a). Las branquias 
no presentaron desprendimientos de su epitelio como tampoco se observaron 
procesos de necrosis, hiperplasia e hipertrofia en las laminillas branquiales. Es 
importante considerar que este tipo de órgano al estar muy vascularizado, 
cuando se expone a condiciones de contaminación, se hace característico la 
aparición tanto de pequeñas hemorragias en sus capilares, fusión de sus 
laminillas, así como telangiectasias laminares o aneurismas y petequias, lo cual 
se traduce en que los capilares de las laminillas branquiales se dilatan y la 
sangre se estanca, donde los ejemplares no presentaron ningún tipo de 
alteración, mostrando un estado de salud óptimo (Figura 1b).  
En el caso de cerebro, tampoco se observaron lesiones (Figura 1c). Igualmente 
cuando los peces son sometidos a contaminación, ya sea por sustancias 
inorgánicas como los metales pesados u otras sustancias químicas orgánicas 
como productos de fertilización, plaguicidas o compuestos orgánicos 
persistentes y que tienen algún tipo de acción diana en este órgano, son varios 
los tipos de lesiones fundamentalmente en la región anterior del encéfalo 
correspondiente al telencéfalo y entre las que se pueden mencionar infiltración 
perivascular en las células de la glía en la corteza, congestión en meninges, 
plejos coroidales, vasos sanguíneos de la región cortical y cuerpo de neuronas 
apoptóticas. 
 
 
 
 
 
 
Figura I. Histología en la Gambusia punctata. Hígado (izquierda), branquias 
(centro) y cerebro (derecha). Aum. 40 X. 
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Análisis de metales pesados 
En la tabla I, se muestra la concentración de metales pesados en las especie 
Gambusia punctata. No se detectaron niveles de acumulación en cerebro para 
ninguno de los metales, así como para cadmio y plomo en hígado. Las mayores 
concentraciones se encontraron en las branquias pero por debajo del valor de 
referencia establecido. Según el ANOVA realizado, no se encontró diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.05), entre los intervalos de clases ni entre 
sexos.   
 
Durante el muestreo, se observaron detenidamente a los peces en su medio, 
donde se apreció que sus comportamientos eran normales. Algunos autores 
han descrito algunas secuencias de cambios en el comportamiento asociados a 
efectos de intoxicaciones como excitación, nado errático con incremento en la 
frecuencia respiratoria, boqueo, convulsión y muerte (Jonson, 1993). Dichas 
alteraciones en el comportamiento son relevantes debido a la importancia en la 
conservación del medio y la habilidad o destreza que tienen cada organismo 
para el escape o supervivencia cuando su medio está impactado. 
 
La contaminación de los ecosistemas acuáticos por metales pesados, 
constituye un grave problema ambiental (Rayms-Keller et al., 1998), ya que 
estos constituyen algunos de los más peligrosos elementos que se pueden 
bioacumular en el organismo (Tarifeno-Silva, 1982). Los metales depositados 
en el medio acuático pueden acumularse en la cadena alimenticia, causar daño 
ecológico y poner en peligro la salud humana provocando cáncer ó daños en el 
sistema nervioso central (USEPA, 1992; Zwieg, 1999, Van den Broek, 2002). 
 
Tabla I. Niveles de metales pesados en órganos diana (ppm) y por estructura 
de edades en adultos de Gambusia punctata.  
 
machos hembras  metales   órganos 
2.1- 3.0  3.1 - 4.0  2.1- 3.0  3.1 - 4.0 
hígado 0.142    0.143  0.148  0.148 
branquias 0.312  0.313  0.319  0.320 
 
Cu 
± 0.017  cerebro ND  ND  ND  ND 
hígado 0.173  0.174  0.177  0.180 
branquias 0.443  0.448  0.453  0.459 
 
Zn 
± 0.045  cerebro ND  ND  ND  ND 
hígado ND  ND  ND  ND 
branquias 0.017  0.018  0.019  0.019 
 
Cd 
± 0.012  cerebro ND  ND  ND  ND 
hígado ND  ND  ND  ND 
branquias 0.011  0.011  0.012    0.012 
 
Pb 
± 0.004  cerebro ND  ND  ND  ND 
ND: valores no detectados en las muestras. 
*  Valor de referencia (organismo integro): Cu:20 mg/kg, Zn: 25 mg/kg, Cd:0.5 
mg/kg, Pb:0.5 mg/kg 
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La bioacumulación en los peces, es el proceso por el cual los químicos entran a 
los organismos desde el agua, a través de las branquias y son acumulados 
(Hopkins, 2003). Múltiples factores tanto abióticos como bióticos pueden influir 
en la no muy alta acumulación de metales, siendo significativos desde la 
variedad en la alimentación hasta cambios en los organismos debido a las 
condiciones del medio. Es importante destacar que la posibilidad de adaptación 
de los organismos ante la presencia de sustancias contaminantes, permite 
posteriormente tolerar ciertos valores (Wang, 1987), debido a diversos 
mecanismos como la disminución de la sorción, incremento en la excreción y 
acumulación de sustancias tóxicas en vesículas lisosomales (Heath, 1995). 
 
Se conoce que los metales pueden acumularse en los peces mediante la 
columna de agua, por el sedimento o la dieta y adicionalmente, se pueden 
acumular a través de la cadena alimenticia donde eventualmente podrían 
impactar en la salud humana (Forstner, 1983; Alquezar, 2005).  
 
Los  sedimentos  son  los  más  importantes reservorios de los metales o 
contaminantes en los sistemas acuáticos. Una exposición indirecta al 
sedimento contaminado tiene lugar cuando los peces consumen invertebrados 
bénticos que han ingerido material parti c u l a d o ,  c o m o  e s  e l  c a s o  d e  o t r a s  
especies de Gambusia que habitan en ríos cubanos contaminados. La 
exposición directa vía sedimento puede tener lugar por la liberación de 
material particulado contaminado en la columna de agua, por disturbios 
naturales o antropogénicos, los cuales resultan en una remobilización de los 
metales (Carvalho, 2006).   
 
La variabilidad de niveles de metales pesados en diferentes especies depende 
de los hábitos alimenticios, necesidades ecológicas, metabolismo, edad, 
tamaño y longitud del pez, así como de su hábitat (Watanabe et al., 2003; 
Demirak, 2005).  
 
En el medio acuático, el cobre es un elemento esencial para la vida de los 
peces, ya que interviene en la realización del metabolismo del tejido conectivo, 
desarrollo óseo y función nerviosa (Widianarko, 2000). Las concentraciones de 
cobre por encima de su valor umbral, pueden ser bioasimiladas por los peces, 
pudiendo afectar la masa periviceral apareciendo mesoteliomas asociados a las 
cápsulas del mesentérico del bazo, así como atada a su propia grasa. Estos 
neoplasmas varían en tamaño y color pudiendo alcanzar de 4-6cm. de 
diámetro (Munkittrick, 1990). El zinc igualmente es un elemento esencial para 
los vertebrados incluyendo a los propios peces, dado su papel fisiológico en la 
regulación de la homeostasia (Widianarko, 2000), aunque se ha observado que 
el zinc conjuntamente con el cobre y plomo, por encima de valores umbrales, 
ocasionan disturbios como carcinomas hepáticos celulares e incluso 
enfermedades neoplásicas hepáticas (Goede, 1993).  
 
Sin embargo, el cadmio es uno de los metales más tóxicos y cancerígenos que 
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que en humanos, deficiencias renales y hepáticas han estado asociadas a este 
metal (Alquezar, 2005; Demirak, 2005). En organismos acuáticos el cadmio 
puede bioacumularse y su impacto varía ampliamente. Los organismos de agua 
salada son más resistentes al envenenamiento por cadmio que los organismos 
de agua dulce. Los animales que lo consumen pueden tener la presión 
sanguínea alta y lesiones en el hígado, los nervios y el cerebro (Environmental 
Resources Limited, 1990; Finnish Environment Institute, 2000).  
 
La toxicidad para los peces depende entre otros factores del contenido de 
calcio en el agua así, cuanto mayor es el contenido de calcio, menor será el 
efecto tóxico del cadmio sobre los peces (Dugo et al., 2006). El cadmio es un 
elemento altamente soluble, por lo que está muy biodisponible al organismo, 
ya que para que el tóxico presente en agua sea absorbido o transportado a 
través de las membranas biológicas se requiere que sea disponible y en forma 
disuelta (Spacie, 1995).  
 
En estudios realizados con cadmio y plomo, se encontró que son neurotóxicos 
más o menos potentes de colinestersas (ChE), ya que dichos agentes 
interfieren con grupos tiónicos, carboxilos y fosfatos (Baatrup, 1991; Repetto, 
1995), es decir, probablemente ambos tóxicos interactúen con el sitio 
alostérico de la enzima acetilcolinesterasa aumentando la afinidad por su 
sustrato tal y como sucede con el aluminio y otros iones metálicos (Sanz et al., 
1991); además, este tipo de activación enzimática también se ha observado 
con dosis bajas de cadmio en tratamientos largos (Haris et al., 2004). 
 
En el caso del plomo, este metal se acumula en los cuerpos de los organismos 
acuáticos, experimentando efectos en su salud por envenenamiento. De hecho, 
los crustáceos pueden verse seriamente afectados con pequeñas 
concentraciones (Demirak, 2005; Dugo et al., 2006). Asimismo, también se 
pueden alterar las funciones del fitoplancton. El plomo es un elemento poco 
soluble comparado con otros metales sin embargo, presenta alta afinidad por 
proteínas lo que representa efectos tóxicos adversos (Prager, 2002). 
 
En los sistemas acuáticos, la concentración aumenta de la siguiente manera: 
agua < presas de los peces < peces < sedimentos. Altas concentraciones de 
plomo pueden dañar las branquias, causando problemas respiratorios, una 
baja habilidad para enfrentar las enfermedades, nacimientos de peces 
deformes, infertilidad y formaciones tumorales (DVGW, 1985-1988).  
 
Los peces bioacumulan metales y su uso como biomonitores también tiene 
como ventaja, posibilitar la comparación de concentración de metales entre 
sitios, donde en las muestras de agua se encuentran sus valores cercanos o 
por debajo de los límites de detección en cualquier técnica analítica (Ramelow 
et al., 1989).  
 
En este estudio, no se detectaron aquellos metales cuyas toxicidades son 
elevadas incluso a muy bajas concentraciones como el cadmio y plomo; y en REDVET Rev. electrón. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet  
2012 Volumen 13 Nº  05B - http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050512B.html 
 
 
 
Histología y química umbral de metales pesados en hígado, branquias y cerebro de Gambusia punctata 
(Poeciliidae) del río Filé de Santiago de Cuba 
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050512B/011ATM08.pdf 
 
9
los casos del cobre y zinc muy cercanos al umbral deseado, lo que refiere un 
estado de salud óptimo para esta especie. 
 
CONCLUSIONES 
  
Son muy pocos los estudios toxicológicos en ambientes naturales realizados 
con la especie Gambusia punctata que describan la histología y 
concentraciones de metales pesados en sus tejidos limitándose con ello, 
posibles comparaciones inter-ecosistemas. En tal sentido, tanto la histología 
determinada como los niveles basales de cobre, zinc, plomo y cadmio 
bioacumulados, permiten utilizar a la especie del río Filé como referencia para 
estudios en ecosistemas acuáticos contaminados. 
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